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Description 

La pr6sente demande concerne un proc6d6 de nu- 
meration des h^maties ou des tiirombocytes et son dis- 
positif de mise en oeuvre. 5 

Les appareils conventionnels de numeration des 
elements figures du sang sont habituellement satisfai- 
sants pour les ^chantillons de sang humain. On a ainsi 
une discrimination correcte en ce qui concerne les he- 
maties et les thrombocytes. II serait toutefois souhaita- 
ble d'ameliorer encore cette discrimination en eliminant 
les possibilites d'interference dans la numeration de ces 
elements. 

Par ailleurs pour de nombreuses especes d'ani- 
maux, ia numeration sanguine pose des problemes. En 
effet, par exemple chez le chat la diff6renclation volu- 
metrique des hematies et des thrombocytes est mau- 
vaise etant donn^ que le volume des plus petltes hema- 
ties et des plus gros thrombocytes sont comparables; 
de ce fait, lorsque la detection de ces elements est rea- 
\\s6e selon une technique prenant en compte le volume 
desdits elements telle que la numeration realisee a 
I'aide de compteurs automatiques utilisant le principe de 
mesure par impedance ou la mesure optique au laser, 
la numeration donne des resultats errones. Les appa- 
reils de I'etat de la technique precedent generalement 
a une numeration de la total ite des thrombocytes et des 
hematies, et introduisent un seuil de detection arbitraire 
poursupprimer du comptage les plus gros elements cor- 
respondant k la majeure partie, mais non la totalite, des 
hematies. 

II serait done de plus souhaitable de disposer d'un 
procede et d'un appareillage permettant une bonne dis- 
crimination des hematies et des thrombocytes quelle 
que soit la provenance de I'echantillon. 

C'est pourquoi la presente demande a pour objet 
un procede de numeration des hematies ou des throm- 
bocytes, caracterise en ce que Ton effectue sur un 
echantillon la numeration globale des thrombocytes et 
des hematies, ajoute au dit echantillon un agent lysant 
les hematies, effectue la numeration des seuls throm- 
bocytes et si desire en deduit par simple difference le 
nombre d'hematies. 

Par numeration globale des thrombocytes et des hema- 
ties, Ton entend que Ton effectue une numeration de la 
totality de ces elements sans discrimination de I'un vis- 
^-vis de I'autre. 

Par agent lysant les hematies Ton entend tout agent 
capable de briser substantiellement les hematies sans 
etre par contre agressif pour les thrombocytes. De pre- 
ference I'agent de lyse est un agent tensio-actif , notam- 
ment un emulsifiant telle qu'une saponine. On peut citer 
par exemple les agents de lyse commercialises sous les 
noms CYMET AUTOLYSE III DIFR LYSERGLOBINE, 
LYSOGLOBINE et CYMET AUTOMATED. On retient 
notamment celui commercialise par la Societe MELET- 
SCHLOESING sous le nom d'ACTILYSE". 

Comme on I'a vu cl-dessus la discrimination entre 



hematies et thrombocytes est habituellement satisfai- 
sante chez Thomme, c'est pourquoi le proc6de ci-des- 
sus decrit sera de preference mis en oeuvre sur un 
echantillon de sang provenant d'un animal tel qu'un pal- 
mipede, un batracien. un poisson. ou de preference un 
mammifere autre que I'homme. On peut citer par exem- 
ple le cheval, le chat, le chien, et de maniere plus gene- 
rale les animaux domestiques, de ferme. de compagnie 
ou de zoos. 

La presente invention vise toutefois 6galement la 
numeration du sang humain. 

La presente demande a egalement pour objet un 
dispositif de numeration adapte k la mise en oeuvre du 
procede ci-dessus decrit dans lequel Ton met en oeuvre 
I'appareillage conventlonnel de numeration des lignees 
leucocytaire, erythrocytaire, et thrombocytaire caracte- 
rise en ce que la partie de I'appareillage concernant la 
numeration des elements de la lignee erythrocytaire et 
thrombocytaire comprend un dispositif d'arrivee dans 
rechantillon d'un agent de lyse des hematies. 

Un type d'appareillage conventionnel est par exem- 
ple celui decrit dans la demande de brevet europeen N" 
0 335 789. Un te! dispositif de numeration comprend no- 
tamment un dispositif de preievement et de distributbn 
de sang total et d'un liquide de dilution, un circuit de 
sang dilue ou de liquide de dilution, un circuit de liquide 
detergent pour le nettoyage des cuves et des conduits 
et un circuit de liquide de lyse afin de detruire specifi- 
quement les erythrocytes. Ces circuits comportent une 
cuve de dilution, une cuve de comptage des leucocytes 
associee a une cuve de liquide detergent, une cuve de 
comptage des hematies et des thrombocytes associee 
a une cuve de liquide detergent, une cuve de ringage, 
une cuve de determination de I'hemoglobine et une cuve 
de dechets mise sous depression ou pression par une 
pompe pneumatique. 

L'enseignement de la demande de brevet europeen 
precitee est introduit ici par reference. 

Jusqu'a present, un eventuel agent de lyse des he- 
maties etait mis en oeuvre uniquement pour permettre 
la numeration des leucocytes sans interference possi- 
ble des hematies. De ce fait la partie de I'appareiliage 
concernant la numeration des elements de la lignee 
erythrocytaire et thrombocytaire ne comprenait aucun 
dispositif permettant I'adjonction d'un agent de lyse des 
hematies dans rechantillon k mesurer. Au contraire on 
considerait qu'il etait m§me dangereux d'amener un 
agent de lyse des hematies dans les canalisations et 
cuves permettant precisement le comptage desdites 
hematies. 

Dans des conditions preterentielles de realisation 
du dispositif de numeration ci-dessus decrit, le dispositif 
d'arrivee dans rechantillon d'un agent de lyse des he- 
maties est situe dans la cuve de numeration globale des 
hematies et des thrombocytes. 

Dans un autre mode de realisation du dispositif ci- 
dessus decrit, la partie de I'appareillage destinee k la 
numeration des hematies comporte successivement 
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deux elements de detection et de comptage, une ad- 
jonction de produit de lyse ^tant r^alis^e entre les deux. 
Ainsi le premier 6i6ment effectue une numdration glo- 
bale des hematies et des thrombocytes alors que le se- 
cond element ne compte que les thrombocytes. 

C'est, pourquoi la presente Invention a ainsi pour 
objet un dispositif tel que ci-dessus decrit, caracterise 
en ce que le dispositif d'arrivee dans I'^chantillon d'un 
agent de lyse des hematies est situe dans la cuve de 
numeration globale des hematies et des thrombocytes. 
La meme cuve permet done la mesure des hematies et 
des thrombocytes. 

Dans encore un autre mode de realisation, le dis- 
positif cl-dessus decrit comporte deux circulations dis- 
tinctes pour le cheminemenl des elements des seules 
iign^es 6rythrocytaire et thrombocytaire, Tune seule 
d'entre elles comportant un dispositif d'arriv6e dans 
I'echantillon d'un agent de lyse des hematies. 

C'est pourquoi la presente demande a encore pour 
objet un dispositif tel que ci-dessus decrit caracterise en 
ce qu'it comporte deux circulations distinctes pour le 
chemlnement des elements des seules lignees erythro- 
cytaire et thrombocytaire, I'une seule d'entre elles com- 
portant un dispositif d'arriv6e dans r^chantillon d'un 
agent de lyse des hematies. 

Les exemples de realisation qui suivent illustrent la 
presente invention : 

Exemple 1 . Numeration r6alis6e sur un sang de chat 
sain 

On introduit dans une cuve de dilution environ 20 
)il de sang total d'un chat, effectue une premiere dilution 
environ au 1/200 k I'aide d'environ 10 ml d'un diluant 
isotonique de composition suivante : 



EDTA 


70 g 


KCI 


64 g 


NaCI 


172 g 


Phosphate monopotassique 


60 g 


Phosphate disodique 


60 g 


Bicarbonate de sodium 


18g 


Eau pour preparation injectable qsp 


20 L 



effectue sur cet echantillon une seconde dilution environ 
au 1/200, et transf^re I'echantillon ainsi obtenu dans 
une cuve de comptage du type utilise dans I'appareil MS 
8 veterinaire commercialise par la Societe MELET- 
SCHLOESING. 

On envoie a I'aide d'une pompe I'echantillon dilue 
ci-dessus dans un element de detection tel que ceux 
utilises dans Tappareil MS 8 pr6cit6 et obtient une pre- 
miere mesure qui est de 490 000 elements par mm^. II 
est utile a ce niveau de rappeler que cette mesure est 
censde correspondre a la numeration classique des 
thrombocytes, la majeure partie des hematies ayant ete 
electroniquement supprim^e du r^sultat (voir notam- 



ment I'appareil MS 8 veterinaire precite) par coupure ar- 
bitraire de la detection au del^ d'un certain volume des 
elements. 

On rajoute alors dans la meme cuve de comptage 
5 500 ^1 d'agent de lyse sterile ( ACTILYSER ultrafiltree ), 
on melange et effectue une seconde mesure comme ci- 
dessus. On obtient la valeur de 380 000 thrombocytes 
reels par mm^. 

10 Conclusion 

Une erreur d'environ 30 % est evitee sur une nume- 
ration de thrombocytes dans ce cas. 

'5 Exemple 2 : Numeration realisee sur un sang de chat 
atteint de pvroplasmose . 

On effectue les mesures comme ci-dessus et ob- 
tient dans ce cas, pour le premier comptage 170 000 
20 elements par mm^, (assimiies dans I'art anterieur au 
thrombocytes comme on I'a vu k I'exemple 1 ), et 55 000 
thrombocytes par mm^ pour le second comptage. 

Conclusion 

25 

Dans ce cas, Tobjet de la presente demande evite 
une erreur de 200 % sur le comptage des thrombocytes. 
En effet en cas de pyroplasmose, on trouve tres peu de 
plaquettes de faible volume ; de ce fait I'interference est 
30 importante entre les grosses plaquettes k mesurer et 
les plus petltes hematies. 

Revendications 

35 

1 . Procede de numeration des hematies ou des throm- 
bocytes, caracterise en ce que Ton effectue sur un 
echantillon la numeration globale des thrombocytes 
et des hematies, ajoute audit echantillon un agent 

40 lysant les hematies, effectue la numeration des 
seuls thrombocytes et si desire en deduit par simple 
difference le nombre d'hematies. 

2. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce 
45 que {'agent de lyse est un agent tensio-actit 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce 
que le tensio-actif est une saponine. 

so 4. Procede selon I'une des revendications 1 k 3, ca- 
racterise en ce que I'echantillon de sang provient 
d'un mammifere autre que I'homme. 

5. Dispositif de numeration pour la mise en oeuvre du 
55 procede selon I'une des revendications 1 k 4 dans 
lequel Ton met en oeuvre I'appareillage convention- 
nel de numeration des lignees leucocytaire, 
erythrocytaire, et thrombocytaire caracterise en ce 
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que la partie de I'appareillage concernant la nume- 
ration des 6l6ments de la Iign6e 6rythrocytaire et 
thrombocytaire comprend un dispositif d'arriv6e 
dans rechantillon d'un agent de lyse des hematies. 

6. Dispositif de numeration selon la revendication 5, 
caracterise en ce que le dispositif d'arrivee dans 
I'^chantillon d'un agent de lyse des hematies est si- 
tu6 dans la cuve de numeration globale des hema- 
ties et des thrombocytes. 

7. Dispositif de numeration selon la revendication 5, 
caracterise en ce que le dispositif d'arrivee dans 
rechantillon d'un agent de lyse des hematies est si- 
tue en aval du systeme de numeration globale des 
hematies et des thrombocytes. 

8. Dispositif de numeration selon la revendication 5, 
caracterise en ce qu'il comporte deux circulations 
distinctes pour le cheminement des elements des 
seules lignees erythrocytaire et thrombocytaire, 
Tune seule d'entre elles comportant un dispositif 
d'arrivee dans rechantillon d'un agent de lyse des 
hematies. 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Zahlung der Erythrozyten oder der 
Thrombozyten, dadurch gekennzeichnet, da3 man 
an einer Probe die Gesamtzahlung der Thrombozy- 
ten und der Erythrozyten durchfuhrt, der Probe ein 
Mittel zur Lyse der Erythrozyten hinzugibt, die Zah- 
lung nur der Thrombozyten durchfuhrt und, falls ge- 
wunscht, die Zahl der Erythrozyten daraus durch 
einfache Differenzbildung ableitet. 

2. Verfahren gema3 Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, da3 das lyslerende Mittel ein oberflachen- 
aktives Mittel ist. 

3. Verfahren gema3 Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, da3 das oberflachenaktive Mittel ein 
Saponin ist. 

4. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Blutprobe von ei- 
nem Saugetier, jedoch nicht von einem Menschen 

stammt. 

5. Zahlvorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens 
gemaB einem der Anspruche 1 bis 4, in dem man 
die herkommliche Zahlvorrichtung fur Leukozyten-, 
Erythrozyten- und Thrombozytenstamme benutzt, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Teil des Gerats, 
der das Zahlen der Elemente der Erythrozyten- und 
Thrombozytenstamme betrlfft, eine Zufuhrvorrlch- 
tung fur ein Mittel zur Lyse der Erythrozyten zur Pro- 
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be aufweist. 

6. Zahlvorrichtung gemaB Anspruch 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Zufuhn^orrlchtung fur ein Mit- 

5 tel zur Lyse der Erythrozyten zur Probe in der Ku- 
vette fur die Gesamtzahlung der Erythrozyten und 
der Thrombozyten untergebracht ist. 

7. Zahlvorrichtung gemaB Anspruch 5, dadurch ge- 

10 kennzelchnet, daB die Zufuhn/orrichtung fur ein Mit- 
tel zur Lyse der Erythrozyten zur Probe in Stro- 
mungsrichtung nach dem System fur die Gesamt- 
zahlung der Erythrozyten und der Thrombozyten 
untergebracht ist. 

IS 

8. Zahlvorrichtung gemaB Anspruch 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB sie zwei gesonderte Krelslaufe 
fur die Wegfuhrung der Elemente nur der Erythro- 
zyten- und Thrombozytenstamme aufweist, wobei 

20 nur einer die Zuf uhrvorrichtung fur ein Mittel zur Ly- 
se Erythrozyten zur Probe aufweist. 



Claims 

25 

1 . Process for counting erythrocytes or thrombocytes, 
characterized in that the overall count of thrombo- 
cytes and erythrocytes is carried out on a blood 
sample, an erythrocyte lysis agent is added to the 

30 said sample, a count of the thrombocytes only is 
taken and if desired the number of erythrocytes is 
deduced from the difference. 

2. Process according to claim 1 , characterized in that 
3S the lysis agent is a surfactant. 

3. Process according to claim 2, characterized in that 
the surfactant is a saponin. 

40 4. Process according to one of claims 1 to 3, charac- 
terized in that the blood sample is taken from a 
mammal other than man. 

5. Counting device for the implementation of the proc- 
45 ess according to one of claims 1 to 4 in which the 

conventional equipment for counting leukocyte, 
erythrocyte and thrombocyte lines Is used, charac- 
terized in that the part of the equipment relating to 
the counting of the components of the erythrocyte 
50 and thrombocyte lines contains a device for intro- 
ducing an erythrocyte lysis agent into the sample. 

6. Counting device according to claim 5, characterized 
In that the device for introducing an erythrocyte lysis 

55 agent Into the sample is situated in the tank for the 
overall count of erythrocytes and thrombocytes. 

7. Counting device according to claim 5, characterized 
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in that the device for introducing an erythrocyte lysis 
agent into the sample is situated downstream of the 
system for the overall count of erythrocytes and 
thrombocytes. 

5 

8. Counting device according to claim 5, characterized 
In that it contains two separate circuits for the flow 
of components of the single erythrocyte and throm- 
bocyte lines, only one of them containing a device 
for introducing an erythrocyte lysis agent into the io 
sample. 
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